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Summary
　　　The　effects　of　sodium　fluoride（NaF）on　drug－metabolizing　enzymes（aminopyrine
demethylase－AD，　Hexobarbital　oxidase－HO　and　aniline　hydroxylase－AH）in　the　rat　liver
were　studied　in　vivo　and　in　v　itro．　Prior　to　the　study，　preliminary　investigations　were
carried　out　on　procedures　of　the　enzyme　assay　concerning　storage　stability　of　these
enzymes　in　a　frozen　9，000×gsupernatant　fraction　from　the　rat　liver　homogenate　and
whether　nicotinamide　should　be　involved　in　the　incubation　mixtures．　Results　are　summa・
rized　as　fo110ws：
1）When　a　9，000×gsupernatant　fraction　was　stored　at－20°C，AD　activity　was　decreased
　in　5　days　to　approx．40％of　the　level　of　the　first　day，　whereas　both　activities　of　AH　and
　HO　remained　unchanged　during　the　same　period．
2）AD，　AH　and　HO　activities　were　all　inhibited　by　the　addition　of　nicotinamide　when　a
　higher　concentration　of　NADP　was　maintained　during　the　assay．　In　this　study，nicotina・
　mide　was　excluded　from　incubation　mixtures．
3）In　the　in　vitro　study，　when　O．1，1，10　and　100　mM　of　NaF　was　added　to　the　incubation
　mixtures，　AD　and　HO　activities　were　both　decreased　In　contrast，　AH　activity　was
　slightly　increased．
4）In　the　m　vzvo　study，　when　rats　ingested　NaF（10，38，76　and　152　ppm　as　F）in　their
　drinking　water　for　a　month，　it　was　observed　that　the　sleeping　time　was　prolonged　by
　hexobarbital　sodium，　the　fluoride　was　accumulated　in　the　liver　of　these　rats　and　HO
　activity　was　inhibited，　but　activities　of　AD　and　AH　were　both　similar　to　those　of　control
　rats．
　本論文の要旨は第5回松本歯科大学研究会（昭和50年3月28日），および第17回歯科基礎医学会（昭和50年10月
30日）において発表された。（1977年4月23日受理）
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言
　CookらはSKF525－A（β一diethylaminoethyl
－diphenylpropy1－acetate・HC1）をラットに予め
投与しておくと，その後に投与した薬物の効果が
著しく増強し，持続されることを見出し5），Bro・
dieらは，この原因が肝のmicrosomeに存在する
薬物代謝酵素の活性の変化によることを明らかに
した1）6）．続いて種々の常用薬も他の薬物との併
用により肝のmicrosomeでの代謝に影響を受け
ることが明らかとなったので12）13），薬効評価に際
しては薬物代謝酵素に対する影響を考慮する必要
が生じてきた．現在までにかなりの数の薬物につ
・いてその影響が明らかになっているものの，なお
不明な薬物も残っており今後の検討が待たれてい
る．
　無機物の摂取については，その量が適当である
と薬物代謝酵素の活性に影響を与えないが，min・
eral　balanceの変化はその活性を抑制し4），欠亡
や過剰はことに影響が強い2）　3）　8）1η．一方，フッ
素の生体作用に関する研究は各方面でなされてお
り，生体内諸酵素に対しては一般に阻害作用を示
すことが知られているが9）　15），肝薬物代謝酵素に
対する作用は明らかでない．
　今回，フッ化ナトリウムを用いてフッ素のラッ
ト肝薬物代謝酵素に対する影響を　aminopyrine
demethylase，　aniline　hydroxylaseおよびhexo・
barbital　oxidaseにっいてin　vitroおよびin
vivOで検討した．またこれらの薬物代謝酵素活性
の測定には数種のco・factorの添加が必要であり，
殊にnicotinamideはNADPaseによるNADP
の分解を防止するために加えられているが，一方
では薬物代謝酵素活性をも抑制するので19），この
点を調べ，さらに今回測定する薬物代謝酵素の活
性の保存安定性についても検討を行なった．
実験材料および方法
動物は体重約2009のWistar系雄ラットを使
用し，in　vivoの実験では1群3匹として対照群に
は蒸留水を，実験群は4群に対しフッ素として19
ppm，38　ppm，76　ppmおよび152　ppmとなるよ
うにフッ化ナトリウムを蒸留水に溶解して1ケ月
間自由に飲用させた．
　酵素標本の作製は，ラットを断頭して放血させ
門脈から1．15％のKC1を通して肝に含まれる血
液を洗浄した後，直ちに肝を取り出して氷冷した
1．15％のKCIで洗浄し濾紙で水分を除いてから
重量を測定した．肝は1．15％の　KC1を含んだ
0．02　M　Tris－HCI　buffer（pH　7．4）とともにPotter
型teflon　homogenizerでhomogenateを作製し
た．homogenateは1ml中に肝0．59（50％）を
含むものと，肝0．259（25％）を含むものの2種
類を調製し，それぞれ9，000×9，10分間，0℃で
遠心分離（TOMY　RS－20P，　No　3N　roter）して，
その上清部を測定用の薬物代謝酵素標本液とし
た．
　aminopyrine　demethylase活性の測定e主基質
aminoPyTineの脱メチル化により生成したfor・
maldehydeを定量するNashの方法を一部変更
して行なった18）．すなわち0．5m1の5μM（57．8
mg／dl）aminopyrine，0．5　mlの25％肝9，000×9
上清液，0．3M　Tris－HCI　buffer（pH　7．4）1ml中
にsemicarbazide・HCIを15μM（167．3　mg／dl）
，NADPを0．8μM（67．O　mg／dl），G－6－Pを10
μM（304．1mg／dl），　MgC12を25μM（508．3　mg／
d1）含むco・fator液の1．5　ml，およびin　vivoに
おいては蒸留水0・5mlを，　in　vitroにおいては
incubation時の最終濃度に対して6倍の濃度を
持つフッ化ナトリウム液の0．5m1を氷冷した30
m1のErlenmeyer　flaskに取り混合した．　blank
は1標本について必ず1本作成し，5μMamino・
pyrineの代りに水0．5　mlを添加した．　incubation
は振とう式恒温水槽（ヤマト科学BT－25）中で37
℃，10分間，毎分120回の振とうを行なった．終
了後，直ちに氷冷し，続いて15％ZnSO、の1ml
を添加して反応を停止させ，5分後に除蛋白のた
め1mlの飽和Ba（OH）2を加えて更に5分間放置
してから全量を遠沈管に取り8，000×9，10分間，’
0℃で冷却遠心分離した．上清部の2．5mlを取り
Nash試薬（3089のammonium　acetate，4．1　ml
のacethyl　acetoneおよび5．8　mlのacetic　acid
に水を加えて全量を1，000　mlとする．）の1mlを
加えて湯浴中で609C，30分放置後，室温まで冷却
して分光光度計（SHIMADZU　UV－200）の415
nmで吸光度を測定した．別に0～5μ9／m1の
formaldehydeを5m1にNash試薬2mlを加え
て湯浴中で60℃，30分放置して発色させて検量
線を作成し，これから肝19が10分間に生成した
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formaldehydeの量（μg）を定量した．
　aniline　hydroxylase活性は基質anilineの水
酸化によって生じたp－aminophenolを定量する
Guarinoらの方法を一部変更して測定したlo）．す
なわち0．5m1の10μM（129．6　mg／d1）aniline・
HCI，1mlの25％肝9，000×9上清液，0．3　M
Tris－HCI　buffer（pH　7．4）1ml中にNADPを0．8
μM，G－6－Pを10μM，　MgCI2を25μMを含む
co・factor液の2mlおよびin　vivoでは蒸留水
0．5mlを，in　vitroではincubation時の最終濃度
に対して8倍の濃度を持つフッ化ナトリウム液の
0・5m1を氷冷した30　mlのErlenmeyer　flaskに
混合した．blankは10　Pt　M　aniline・HC1の代り
に水0．5mlを添加した．　incubationは37℃，10分
間，毎分120回振とうし，終了後直ちに冷却して
2mlを　50　ml共栓付遠沈管に取り，8．09の
NaClと25　mlの過酸化物を含まないetherを加
え10分間振とう後ether層の20　mlを別の50
m1共栓付遠沈管に取る．これに　2　mlの1％
pheno1と2mlの0．25　M　Na3PO4を加えて5分
間振とう後，ether層を除き，水層は30分間放置
して630　nmの吸光度を測定した．別に0～8μ9／
mlのP－aminophenolを2mlと2％phenolを1
mlおよび0．5　M　Na3PO4の1　mlを加えて室温で
30分放置して発色さぜて検量線を作成し，これか
ら肝19が10分間に生成したP－aminophenolの
量の（μg）を定量した．
　hexobarbital　oxidase活性は基質hexobarbi・
talの消失量を定量するためのCooperらの方法
を一部変更して測定した7）．すなわちO．5　mlの2
μM（47．3mg／dl）hexobarbita1，1mlの50％肝9，
000×9上清液，aniline　hydroxylaseの測定に用
いたco－factor液の2mlおよびin　vivoでは蒸
留水0．5m1を，　in　vitroではincubationの時の最
終濃度に対して8倍の濃度のフッ化ナトリウム液
0．5mlを氷冷した30　m1のErlenmeyer　flaskに
混合した．この際同じ内容のflask．を2本ずつ作
り，1本は37℃，10分間，毎分120回振とうして
hexobarbitalの代謝を行なわせ，他の1本は代謝
を進行させないようにそのまま氷冷を継続した．
終了後，直ちに氷冷して2mlを50　ml共栓付遠沈
管に取り，O．5　M　citric　acid－NaOH　buffer（pH
5．5）のNaCl飽和溶液3mlとheptane中に
iso－amylalcoho1を0．5％含む混液の10m1を加
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え10分間振とう後heptane層の5mlを別の50
ml共栓付遠沈管に取り，0．8　M　Na2HOP、－NaOH
buffer（pH　11．0）の4m1を加えて10分間振とう
してからheptane層を除き，30分以内に分光光度
計で245nmと280　nmの吸光度を測定してその
差を消失したhexobarbitalの量とした．検量線は
0．8MNa2HPO4－NaOH　buffer（pH　11．0）中に
hexobarbital　O～20μg／mlを含む溶液を用いて
作製した．
　蛋白質量はLowryらの方法を一部変更して測
定した16）．すなわち肝9，000×9上清液1mlを
10ml共栓付遠沈管に取り3mlの10％trichlo－
roacetic　acidを加えて2，000　r．P．mで10分間遠
心し，上清を捨て，沈澱には6mlのIN　NaOHを
加えて熱水中で溶解し，この0．5m1を取り水を加
えて10mlとなし試料液とした．この0．5　mlを試
験管に取り，100m1の2％Na2CO3中に10mg
のCuSO4と20　mgのpotassium　sodium　tart・
rateを含む液液の2．5　mlを加え，10分後に2倍
希釈したphenol試薬0．25　m1を加えて60分後
に750nmの呼光度を測定した．検量線は牛血清
albumin（0～250μg／ml）を用いて同様に作製し
た．
実験成積
　mvltrOにおけるフッ素の影響
　酵素反応溶液中のフッ素濃度を，OmM，0．1
mM，1mM，10mMおよび100　mMとなるよう
にフッ化ナトリウムを添加した時の薬物代謝酵素
活性に対する影響をin　vitroで測定し，フッ素濃
度がOmMの時を100％として比活性で示した．
Fig．　1はaminopyrine　demethylaseについて測
定したもので，フッ素10mMまでの活性の抑制
はわずかで有意差は見られなかったが100mMで
はおよそ20％の抑制を示した．Fig．　2はaniline
hydroxylaseについて測定したもので，活性は
フッ素濃度の増加にともなって上昇し，100mM
では44％の増加を見た．Fig．　3．はhexobarbital
oxidaseについて測定したもので，フッ素10mM
までは有意差がなく100mMで約15％の抑制を
示した．
　in　vivoにおけるフッ素の影響
　Table　1はフッ素の1g　PPm，38PPm，76　PPm
および152ppmの水溶液を1群3匹のラットに
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Fig．1．　The　effect　of　sodium　fluoride　on
　　　aminopyrine　demethylase　activity．
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Fig．2．　The　effect　of　sodium　fluoride　on
　　　aniline　hydroxylase　activity．
7．
ユ40
ξ
　120t
ξ
L7
三10°
ジ
80
u ●110　　　　　1　　　　　10
　NaF（mtiM）
102
Fig．3．　The　effect　of　sodium　fluoride　on
　　　hexobarbital　oxidase　activity．
1ケ月間，自由に飲用させた後，体重1kgあたり
の1日のフッ素の平均摂取量，hexobarbitalを
100mg／kg腹腔内投与した時の睡眠時間および
肝臓中のフッ素量をフッ素イオン電極を使用して
Table　1．　Fluoride　Intake，　Liver　Fluoride
　　　　Concentration　and　Hexobarbi－
　　　　tal　Sleep　Time．
Treatment　　　　　Fluoride
　（as　F）　　　　　intake
　　　　　（mg／kg／day）
Contro1　　　　　　－一一一＝一一●－
19　ppm　　　　　　4・1±　0◆4
38　ppm　　　　　8・8ニヒ0・8
76　ppm　　　　　18．2　±」2．0
152　ppm　　　　31・0土2・9
Liver
fluoride
（ノ19／9　1iver）
167土6
171±5
172±7
190土7★
198：と6tt
Hexobarbital
sleep　time
　　（min）
22．2土3．8
23．8±4．1
27．2　圭　2．2
30．7土1．3t
31．9±0．9★
Each　value　represents　the　mean：！：S．D．　of　three　male　rats
on　sedium　fluoride　treatment（1皿onth　）．
kSignifieantly　different　from　control　value（Pく0．05）．
t★Significantly　different　fエom　eonヒrol　value（P＜0．01）．
Table　2．　DrTig・Metabolizing　Enzyme　Acti．
　　　　vities　after　Prolonged　Sodium
　　　　Fluoride　Treatment（1　Month）．
Treatment　　　Hexobarbtta1
　（as　r）　　oxエdase
Contro1　　　　　　329　±　6
19　ppm　　　　　　332±　8
38　ppm　　　　　　311　土4★
76　ppm　　　　　　297　土5方★
152　ppm　　　　　　　271　土10鳶★
Amエロopyrinedemethylase
21．6±1．5
22．5ま1．‘
23・1±1．7
21．7±1．3
21・9±1．9
Antline
hydroxylase
33．9十〇．S
32．9±2．0
36．4　±　2．2
30．7±4．0
32．9十2．4
Enzyme　act±vities　a士e　expressed　as｝エg　of　hexobarbital　consumed！8
1i・er’10皿in（hex・b・rb±t・1。・id・・e）；P9。f　f。r・u・ldehyd・f。ロ・d／9
1i・er／10　min（at血。py・i。・demethyl・s・）；・ndツ9。f　p－amin。ph・n・1
forロed／g　liver／10　min（aロ11ine　hydrexylase｝．
Each　value　represents　the　mean±　S．D．　of　three　皿ale　rats．
★Significantly　different　from　control　values（Pく0・05）．
ttSignificantly　different　from　control　values（Pく0．01）．
測定したもので，蒸留水を飲用させた対照群と比
較すると76ppm以上の濃度群で睡眠時間および
肝臓中のフッ素濃度が有意に増加した．またこれ
らのラットの薬物代謝酵素活性について測定した
結果をTable　2に示したがaminopyrine　de・
methylaseとaniline　hydroxylaseについて有意
な変化は見られなかった．しかし　hexobarbital
oxidaseの活性はフッ素38　PPm以上の濃度群で
有意な抑制を認めた．
　nicbtinamide添加の影響
　incubation　medium中のnicotinamideの濃度
を10mMとしNADPの濃度を変化させた時の
それぞれの薬物代謝酵素活性の変化について測定
した．Fig．4はaminopyrine　demethylaseの活
性についてNADPの濃度を0．04　mMから0．325
mMまでの範囲で測定したものであり，NADPの
濃度が，O．12　rnM以上でnicotinamide添加によ
る活性の抑制が見られた．Fig．　5はaniline　hy・
droxylaseの活性について，　NADPの濃度を，
0．025mMからO．2　mMまでの範囲で測定したも
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Fig．　9．　Stability　in　the　activity　of　hexo・
　　　　　　barbital　oxidase　in　frozen　9，000　x
　　　　　　　gsupematant　fraction．　The　aCti・
　　　　　　vity　expressed　as　ug　of　hexobar－
　　　　　　bital　consumed／g　liver／10　min．
のであり，NADPの濃度が0．17　mM以上で活性
の抑制が見られた．Fig．　6はhexobarbital　oxi．
daseの活性についてNADPの濃度を0．05　mM
から0．4mMまでの範囲で測定したものであり，
’
20 倉橋：フッ化ナトリウムのラット肝薬物代謝酵素に及ぼす影響
NADPの濃度が0．34　mM以上で活性の抑制が見
ちれた．
　薬物代謝酵素活性の保存安定性
　実験に用いる酵素標本は新群なものを用いるこ
とが望ましいが，都合で翌日以後に測定すること
があるため，目的とする薬物代謝酵素活性の保存
安定性を調べて活性の低下を見ないうちに測定を
完了させる必要がある．今回の実験に必要な期間
を1週間以内と考え，freezer中に酵素標本を一
20℃で5日間凍結保存し，これらの活性の経日
変化について測定した．Fig．7はaminopyrine
demethylaseにっいて測定したものであるが，活
性は1日毎に8％～17％減少し6日間で約60％
の低下を見た．Fig．8はaniline　hydroxylaseにっ
いて，Fig．9はhexobarbital　oxidaseについて測
定したものであるが，ともに活性は6日間安定で
あり低下は見られなかった．
考 察
　薬物代謝酵素に対するフッ化ナトリウムの影響
は，in　vitroの実験ではフッ素の濃度の増加にと
もないaminopyrine　demethylaseの活性をやや
抑制し，さらに高濃度ではhexobarbital　oxidase
の活性も抑制したが，aniline　hydroxylaseの活性
は逆に増加するという結果を得た．aniline　hy・
droxylase活性の増加原因を知るため酵素標本ま
たはcofactorの一方を除いて測定したが，いずれ
も活性がなかったためフッ素の存在がanilineの
ln　Vltroでの代謝をなんらかの理由で促進してい
るものと思われたが詳細については今後更に検討
したい．
　1n　vlvoでは肝のフッ素量が対照群と有意差を
持つ群においてhexobarbital投与による睡眠時
間が有意に延長され，hexobarbital　oxidase活性
もほぼ同様のフッ素濃度で抑制されたが，amino・
pyrine　demethylase活性およびaniline　hydro・
xylase活性については有意差を生じなかった．ま
た19ppm以下のフッ素濃度は薬物代謝酵素に影
響を与えず，更にフッ素の影響はin　vivoとin
vltroでは異なることが示された，
　薬物代謝酵素活性を測定する際に，co－factor
mlxtureにnicotlnamideを加えるのは添加した
NADPが酵素標本中に存在するNADPaseによ
り分解されるのを防止する目的で加えられてきた
が，Schenkmanらにより薬物代謝酵素活性も抑
制されることが明らかにされた19）．今回の結果か
らは，NADPが低濃度の場合はnicotinamideを
加えた方が高い活性を示したが，NADPが高濃度
の場合はnicotinamideを加えない方が高い活性
を示し，更にNADPの高濃度の時が酵素反応の
maximal　velocity　であることから，なるべく
incubationの時間を短縮してNADPの添加量を
増し，nicotinamideを加えない方が良いと結論さ
れた．
　薬物代謝酵素の保存安定性にっいては，Leib・
manがacetanilide，　aminopyrine，　pentobarbital
およびchlorpromazineの代謝に関して10，
000×9上清を酵素標本として一15℃で2ケ月
以上保存した時の活性の低下は25％程度である
と報告している14）．またKamatakiらがaniline
hydroxylase活性にっいて肝9，000×9上清を一
20℃で6ケ月間保存した時の活性低下は32％で
あった11｝．今回の結果から1週間以内でのaniline
hydroxylaseおよびhexobarbital　oxidaseの活
性測定には凍結保存した酵素標本を用いることが
可能であるが，aminopyrine　demethylase活性の
測定には必ず新鮮な酵素標本を用いなければなら
ないことが示された．
結 論
　フッ化ナトリウムのラット肝薬物代謝酵素に対
する影響をin　vitroおよびin　vivoで測定し，合
わせてincubation　medium中にnicotinamideを
添加することの可否，および凍結保存による薬物
代謝酵素活性の安定性について調べた．
　in　vitroでのフッ素の影響は，その濃度の増加
にともないaminopyrine　demethylase活性およ
びhexobarbital　oxidase活性を抑制する傾向に
あったがaniline　hydroxylase活性は逆に増大し
た．
　in　vivOでのフッ素の影響は，肝のフッ素量が対
照群と有意差を生じる76ppm群以上でhexo・
barbitar投与による睡眠時間が延長され，　hexo・
barbital　oxidase活性も抑制されたがaminopy・
rine　demethylase活性およびaniline　hydroxy・
1ase活性は有意差がなくin　vitroとは傾向の異
なる結果を生じた．またin　vivoおよびin　vitro
ともに19ppm（1　mM）以下の濃度では影響を認
松本歯学
．．ﾟなかった．
　　incubation　medium中にはNADPの添加量を
増してincubationの時間を短縮すればnicotina・
mideを加えない方が良い結果を得た．
　　肝9，000×9上清酵素標本を5日間凍結保存し
た時の安定性はaniline　hydroxy】ase活性および
hexobarbital　oxidase活性で変化がなく，　ami・
血opyrine　demethy】ase活性のみ1日毎に8％
～17％の低下を生じた．
　　稿を終るにあたり，御校閲を賜った松本歯科大
学歯科薬理学教室前橋浩教授に謝意を表します．
また御助言をいただいた信州大学医学部薬理学教
室の中西頴央助教授に謝意を表し，あわせて御協
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